






























きるプラスミドベクター（pDB1）の作成，2）任意の L. lactis θプラスミドの不和合性配列を増幅しうる PCRプラ
イマーペア（VF3 - VF4）の設計，3）in vitroでの不和合性プラスミドの再構成と，L. lactis wild type プラスミドの除
去操作，からなる。
　この方法で作出した変異株は，細胞内に外来遺伝子を保有せず，また発酵に不都合な遺伝変異も起こっていない
と考えられるため，食品加工用のスターターに利用できる。そこで第 2章では本法を用いた L. lactis プラスミド変異
株の育種例 2例について記述した。1例目としては，前段で L. lactis DRC1に内在し，宿主の増殖速度を抑制するプ
ラスミドの発見と，その解析について述べ，続いてプラスミドの選択的除去法を用い，当該プラスミドを除去する






　L. lactis subsp. cremoris NIAI712は，乳発酵スターター乳酸菌のプロトタイプとして，世界中で広く研究に用いられ














る。Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 第 9 版
ではグループ Nの乳酸球菌は Streptococcus属から独立
し，新たに Lactococcus属に位置付けられた 38）。ゲノム




















いる 5， 71， 91）。最近人気が高まっている機能性ヨーグルト
などの機能性発酵食品では，その効能は発酵スターター
（Lactobacillus casei シロタ株 ; ヤクルト，Lactobacillus 


















スミドが同一細胞中に共存する状態で tnpの転写活性が上昇するのではないかと予想した。そこで，pAG6 と 競合プ
ラスミドが共存する変異株を作成し，tnp転写活性を解析した。その結果，競合プラスミドの共存によって pAG6の





















酸菌 L． lactis subsp． lactis および subsp． cremorisのプ







である 22， 56）。これらのプラスミドは Escherichia coli（E． 














































Fig. 1.　Theta- replicating (θ-) and rolling circle replicating 

























































基に富む AT-rich box，続いて 22-bpの配列が 3.5回繰り








とモチーフなどが特定されている 12， 21， 65）。
pWVO2-typeファミリーに属するプラスミドの複製領





























































スミドフリー株 L． lactis DRC1021を育種している 30， 97）。
そこで，［不和合性を利用したプラスミドの除去］シス
テムの構築に用いるθ－プラスミドの供与菌として，
L． lactis DRC1を，維持するための宿主として L． lactis 
DRC1021を用いることとした。





まとめた。Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis 
DRC1は，National Institute for Research in Dairying （現
在 Agricultural and Food Research Council （AFRC） of 
the Institute of Food Research， Shinﬁeld， UK）から 20
年以上前に分譲された。L． lactis DRC1021は，L． lactis 
DRC1の全プラスミドを除去したプラスミドフリー株
で，藤田らが作出した 97）。Escherichia coli XL1-Blueは，
プラスミドベクターおよび組換えプラスミドの宿主と
して用いた。プラスミドベクター pBluescript IIは，遺
伝子クローニングおよび E． coli – L． lactisシャトルベク
ターの作成に用いた。XL1-BlueとpBluescript II KS+ は，
Stratagene Cloning Systems（La Jolla， CA， USA）から
購入した。
培地と培養条件
L． lactis の培養には TYG培地（1% トリプトン，0.5% 
酵母エキス，0.5% 塩化ナトリウム，1% グルコース，1% 
コハク酸ナトリウム；pH 6.8），TYL培地（1% トリプト
ン，0.5% 酵母エキス，0.5% 塩化ナトリウム，1% ラクトー






121℃で 15分間， 10%スキムミルク培地は 110℃で 10分
間，それぞれオートクレーブで滅菌し，培養に用いた。
プラスミドの調製と組換えプラスミドの作成
E． coli XL1-Blueプラスミド DNA の抽出は，Molecu-
lar Cloning: a laboratory manual second edition の 記 述
に従って行った 77）。L． lactisプラスミド DNA の抽出
は， Anderson and McKay（1983）の方法で行った 3）。
L． lactisからプラスミド DNAを抽出する際には，10 
mM DL-スレオニンを添加した TYG培地（TYGリシス
培地）で一晩培養後，定常期の細胞を集菌して用いた。
抽出した DNA画分には，最終濃度が 1 mg/mlになるよ
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（Toyobo， Osaka， Japan），DNA Blunting Kit （Takara， 





酵素で切断した DNAフラグメントは，0.8%または 1% 
LO3-アガロース（Takara）で調製した 52 mm （W） × 
60 mm （L） ゲル，あるいは 107 mm （W） × 60 mm （L） 
ゲルを用い，Mupid-2 （Advance， Tokyo， Japan）を使
用して泳動し，分画した。電気泳動バッファーには，
1 × TBEバッファー（89 mM トリス－ホウ酸，2.5 mM 
EDTA，pH 8.3）を用い，100 Vで30分～1時間泳動した。
Table 1.　L. lactis Strains and Plasmids
Strains and Plasmids Properties References or sources
Strains
Lactococcus lactis ssp. lactis
DRC1 Wild type Swartling (1951); 
Colling and Harrey (1962)
NIAI N7 Wild type Lab. collection     
527 Wild type Lab. collection     
Lactococcus lactis ssp. cremoris 
NIAI712 Wild type Lab. collection
IL1403 Plasmid-free derivative of IL594 Chopin et al., (1984)
DRC1021 Plasmid-free derivative of DRC1 Fujita et al., (1999)   
DRC1121 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study




pGKV21 E. coli, B. subtilis, L. lactis shuttle  
vector, EmR, CmR van der Vossen et al., (1985)
pDR1-1 7.4 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study
pDR1-1B 7.3 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study 
pDB1 Receptor vector, a partial replicon of 
 pDR1-1B with an EmR gene cloned into 
pBluescriptII, ApR, EmR This study
pCV(x) Part of optional θ-replicon including   
incompatibility determinant cloned 
into pDB1, EmR This study
pBLs1 pDR1-1 cloned into the SalI site of 
pBluescriptII, ApR This study
pBLb1 pDR1-1B cloned into the HincII site of 
pBluescriptII, ApR This study
pBluescriptII E. coli cloning vector, ApR
p8Em1 pUC118 containing pAMβ1 EmR gene Ito et al., (1992)
EmR, resistance to erythromycin;  ApR, resistance to ampicillin





メントの抽出と精製には，QIAquick Gel Extraction Kit 
（Qiagen， Chatsworth， CA， USA）を用いた。
形質転換
1）大腸菌の形質転換
E． coli XL1-Blueの形質転換は，Molecular Cloning: a 
laboratory manual second editionの記述に従って行っ
た 77）。形質転換体は 50 mg/mlのアンピシリンナトリウ
ム（Ap）を添加した LB寒天プレートで選択した。また
組換えプラスミド保有菌は，Apに加えて，IPTG（0.5 




E． coli - L． lactis シャトルベクター pGKV21（エリス
ロマイシン耐性；EmR，クロラムフェニコール耐性；
CmR）および EmRフラグメントを有する組換えプラス
ミドによる L． lactisの形質転換は，Bio-Rad gene pulser 
（Bio-Rad Laboratories， Richmond， CA， USA） を 使 用
し，Holo and Nesの記述に従って，エレクトロポレー
ション法で行った 38）。すなわち，あらかじめ氷冷した
2 mm gap のエレクトロポレーションキュベットに，プ
ラスミド DNA（10 ng）と 40 ml のコンピテントセルを
混合して入れ，25 mF， 200 Ω and 2.5 kVのシングルパ
ルスに暴露しプラスミドを導入した。パルス暴露直後
に 1 mlの SGM17培地（GM17 （Difco， Detroit， USA）
containing 1% glucose， 20% sucrose）をキュベットに添
加し，30℃で 1.5時間復帰培養した。培養後，100 ml 
あるいは 10 mlの培養液をエリスロマイシン（Em）
（5 mg/ml）添加 SRアガープレート （1% tryptone， 0.5% 
yeast extract， 1% glucose， 20% sucrose， 2.5% gelatin， 2.5 
mM MgCl2， 2.5 mM CaCl2 and 1.5% agar，; pH 6.8） に塗
布し，30℃で 1晩～ 3日間静置培養し，Em耐性を指標
に形質転換体を分離した。
3 ）野生型プラスミドによる L． lactisの形質転換
プラスミド内に，EmRなどの選択マーカー遺伝子


















ローニングした。次に Deletion Kit for Kilo Sequencing 
（Takara）を用いてデリーションクローンを作成し，
シークエンスのテンプレートとして用いた。Taq dye-
primer cycle sequencing kitとM13 universal dye primer
（Perkin Elmer）を用いてシークエンス反応し，Applied 
Biosystems 373A automated DNA sequencer （Applied 
Fig. 2.　Isolation of variants containing an indicator pGKV21 
and wild type plasmids.
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Biosystems， Foster City， CA， USA）を用いて配列デー
タを得た。配列データは Genetyx-Mac ver.9.0.1を用い
て解析した。ORF解析および相同性解析には，BLAST 
または FASTA 解析を用いた 2， 69）。
2 ．結果
θ－型プラスミド pDR1-1 および pDR1-1B の単離
L． lactis DRC1からトータルプラスミドを抽出し，0.8%
アガロースゲル電気泳動でプラスミドプロフィールを調
べた（Fig． 3）。L． lactis DRC1のプラスミドは，以前藤
田らが研究し，クエン酸透過性プラスミド（pDR-Cit : 8.3 
kb），乳糖およびカゼイン資化性プラスミド（pDR-Lac: 




性遺伝子群の構成遺伝子 lacG （phospho-b-galactosidase 
gene），citP （citrate permease gene） を認識するプロー
ブを用いてサザン解析を行い確認した所，約 50 kbのプ
ラスミドバンドが lacG-プローブで，約 8 kbのバンド
が citP-プローブで認識された（Fig． 3）。
L． lactis DRC1のトータルプラスミドと，インジケー
タープラスミド（pGKV21）を 10 : 1の比率で混合し，
プラスミドフリー株 L． lactis DRC1021に導入し，L． 
lactis DRC1由来の wild typeプラスミドを 1個以上保有
する形質転換体 9株（DRC1121～ DRC1921）を得た。
そのうち DRC1121と DRC1521には，共に pDR1-1に相
当するプラスミドが導入されていた。しかし制限酵素処









L． lactis DRC1 の wild type plasmid pDR1-1 お よ び





pDR1-1と pDR1-1Bの大きさはそれぞれ 7412 bp およ





の結果を Table 2に示した。pDR1-1， pDR1-1B両プラス
ミドにおいて，第 1番目の ORFは，L． lactis に広く分
布しているθ -複製型プラスミドの複製開始因子遺伝
子（repB）と高い相同性があった。repBの開始コドン
の 10 - 15 bp上流にはリボソーム結合部位（RBS），77 ~ 
104 bp上流にはプロモーター配列（-10，-35）が存在し，
113 – 188 bp上流には，22-bpフラグメントの 3.5回繰
返し配列（22-bp repeat），さらに上流に保存性が高く，
AT塩基に富んだ配列（AT-rich Box）を含むθ -プラス
ミドの複製起点（ori）が存在した。通常 L． lactisのθ -
プラスミドでは，repB配列直後に，プロモーター配列
の無い 1ないし 2つの ORFが隣接し，repBと共に複製
領域を形成している 79， 80）。
pDR1-1および pDR1-1Bにおいても，repB直下に L． 
lactis プラスミド pCIS3で最初に報告された orfX，さら
に下流に type I 制限・修飾システムの認識サブユニット




Fig. 3. Plasmid proﬁle of L. lactis DRC1.
 Southern hybridization showed that pDR-Lac contained lac 
genes, pDR-Cit contained citP gene.
 C. C. indicates closed circular plasmid. 
 O. C. indicates open circular plasmid. 
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報告されている integrase / recombinase（int / rec）と





pDR1-1B の複製単位は Lactococcus lactis subsp． lactis 
UC317の pCI305，および L． lactis subsp． lactis DPC721
の pAH33，さらに L． lactis subsp． cremoris UC509.9の
pCIS3で既に報告されている配列と一致した（Fig． 5）







本研究では，L． lactis に広く分布しているθ -プラス
ミドを選択的に除去するために，θ -プラスミドの複製
単位を in vitroで再構築し，不和合性プラスミドを作成
することを計画した。任意の L． lactisθ -プラスミドに
対する不和合性プラスミドの作成に際しては，1） 複製
単位の再構築に共通して用いることのできるプラスミド




存 株 Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis 













Fig. 4.　 Physical and genetic map of plasmid pDR1-1 and 
pDR1-1B in L. lactis DRC1.
Same patterns indicate the same DNA sequences. 
pDR1-1
   　name repB  orfX  hsdS orf591 orf828 orf567
   　gene repB orfX hsdS int / rec unknoun int / rec
   　size (bp) 1,302 699  1,314  591  828 567
pDR1-1B
  　 name repB orfX  hsdS orf591 orf578 orf567
  　 gene repB orfX  hsd int / rec  unknoun int / rec
  　 size (bp) 1,224  633 1,314  591  828 567
  　 similarity to
   　pDR1-1 (%) 68.8% 67.3% 71.5% 100% 100% 100%




















る。L． lactis DRC1から分離した双子プラスミド pDR1-1
と pDR1-1Bも，おそらくファージ感染に対抗する進化
Fig. 5.　 Alignment of the RepB of pDR1-1B, pDR1-1 and three lactococcal plasmids.
Amino acid sequences identical to RepB of pDR1-1B are boxed. 
The complete plasmid sequences of pDR1-1, pDR1-1B, pCI305 (Hayes et al. 1991), pAH33 (O’sullivan et al. 2000), and pCIS3 (Seegers et al. 




新規であったが，pDR1-1Bの同配列は，L． lactis subsp． 


































ガロースゲル 52 mm （W） × 60 mm （L）あるいは 107 
mm （W） × 60 mm （L）を用い，第 1章，第 1節に記述
した方法で行った。アガロースゲル電気泳動で分画し
たプラスミドおよび DNAフラグメントの抽出と精製に




して E． coli XL1-Blueを用いた。形質転換は，第 1章，
第 1節に記述した方法で行った。ベクターを保有する形




L． lactisの形質転換は，第 1章，第 1節に記述した方
法で行った。EmR遺伝子を有する組換えプラスミドに
よる L． lactisの形質転換では，10 ngの組換えプラスミ
ド DNAを用いて第 1章，第 1節に記述した方法で行っ
た。不和合性誘導プラスミドの導入には，精製したプラ
スミド DNAを 10 ngあるいは 100 ng用いた。
Polymerase chain reaction（PCR）
PCRには，Perkin-Elmer社（Wellsley， MA， USA）製
の GeneAmp PCR System 2400 と，KOD-plus DNA poly-
merase（Toyobo）を用いて，20 mlあるいは 50 ml容量
の反応液で PCR反応を行った。テンプレートには DNA







ヒートショック 94℃で 2分間保持，続いて 1）変性，
94℃で 15秒，2）アニーリング 53℃で 30秒，3）伸長
68℃で 45秒，1）～ 3） の反応を 40サイクル行い，最
後に 68℃で 7分間保持した。これまでに報告されてい
る L． lactis θ -プラスミドの複製領域との DNA配列の
比較から，FUb1はθ -型複製単位の 5’側不変配列，す
なわち AT-rich Boxを含むように設計した。また FDb1
は，repBの 3’領域を含むように設計した（Fig． 6）。






ショック 94℃で 2分間保持，続いて 1）変性，94℃で
15秒，2）アニーリング 45℃で 30秒，3）伸長 68℃で 2
分，1）～ 3） の反応を 40サイクル行い，最後に 68℃で
7分間保持した。PCR反応後の増幅産物はすべて PCR 





















データベースに登録されている L． lactis θ -プラスミド
の ori配列の比較から，L． lactis θ -プラスミドの不和
合性は，22-bp repeat と IR1の配列によって決定される
ことが示唆されている 28， 33）。Fig． 7には，pDR1-1Bの




を図の様に設計した。Pc1 – Pc2で増幅される FUb1を
市販ベクター pBluescript IIに組込むために，Pc1配列
内に BanIIIサイトを，Pc2配列内に EcoRIサイトを作っ




の DNA配列を示した。L． lactis θ -プラスミドの RepB
は，E． coli， B． subtilis，で報告されたθ -型プラスミド
の複製因子と比較され，プラスミドの複製開始に働く 2
量化，コピー数制御，ori特異的 DNA結合活性に関与




ドプライマー Pc5を図の様に設計した。Pc5 – Pc6で増
幅される FDb1を pBluescript IIに組込むために，Pc5




pBlb1をテンプレートとして PCR反応を行い，455 bp 
の FUb1と，466 bpの FDb1を得た。FUb1を BanIIIお
よび EcoRIで，FDb1を PstIと XbaIでそれぞれ制限分
解し，pBluescript IIの BanIII - EcoRI サイトおよび PstI 
- XbaIサイトにクローニングした。またその SacIサイ
トに， p8Em1を SacI分解して得た EmRフラグメントを
クローニングし，pDB1と名付けた（Fig． 9）。プラスミ
ドベクター pDB1は，pBluescript II由来の oriを有する
ので E． coliを宿主として増幅できるが，pDR1-1Bの複
製単位から，oriと repBの一部約 1.1-kbからなる不和合
Fig. 6.　 Genetic organization of the replication module pDR1-
1B and positions of PCR primers to amplify Fub1, 
FDb1, and VF(X). 
Relevant features of the plasmids and noticeable restriction 
sites are indicated. Thin arrows indicate ORFs. The rightward- 
and leftward-pointing thick arrows indicate the relative 
positions of PCR primers Pc1, Pc2, Pv3, Pv4, Pc5, and Pc6. 
The Fub1, FDb1, and VF(X) correspond to the PCR fragments 
resulting from the ampliﬁcation of Pc1-Pc2, Pc5-Pc6, and 
Pv3-Pv4 primer sets, respectively. The A-T, 22-repeat, IR1 
and IR2 correspond to the A-T rich box, 22 bp direct repeats, 





pBlb1 をテンプレートとして PCR 反応を行い，
1.1-kbの特異的フラグメントを増幅し，VF5と名付け





repB内に 3塩基置換された（Fig． 8）。ただし repB内の
Primer Gene target Fragment size (bp)   Sequence
445 bp
Pc1 upstream sequence AACGCTCTAAAAATCGATTTAAGCGA 
of ori * containing a substitution (boldface) generating 
a BanIII site 
Pc2 AT-rich box in ori AAAGAATTCGCGATAAATATATATATAGGC
* containing six substitutions (boldface) generating 
a NruI and an EcoRI site
1,100 bp
Pv3 AT-rich box in ori ATATTATGCATATATATTTTAATCTTTTGTTCTTTTG
* containing four substitutions (boldface) generating 
an EcoT22I site
Pv4 consensus sequence TTTATCCTCGAGCTTGTAGCTGTTATCATCTGC
in repB * containing three substitutions (boldface) generating 
an XhoI site
466 bp
Pc5 consensus sequence CAGCTGCAGGCTCGAGGATAAAGATTATCAATCCGA
in repB * containing ﬁve substitutions (boldface) generating 
a PstI site and an XhoI site
Pc6




Table 3.　Oligonucleotide primers and probes used in this study                                    
Fig. 7.　 Replication origin of pDR1-1B.
The -35 and -10 boxes of repB promoter and RBSs are indicated in boldface. AT-rich boxes among the q-replicons 
are boxed. The solid arrows indicate 22-bp direct repeats. The dashed arrows indicate two inverted repeats, IR1 and 
IR2. The PCR primers Pc1 (5’-AACGCTCTAAAAATCGATTTAAGCGA-3’), Pc2, and Pv3 are illustrated at their positions, 
and nucleotide substitutions are indicated in boldface. The red arrow indicates a substitution of one nucleotide in the 
AT-rich box when synthetic replicons were constructed.
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塩基置換はアミノ酸配列には影響しない。
pCV5 の L． lactisにおける複製能の確認









Fig. 8.　RepB of pDR1-1B.
The one-letter code is used for deduced amino acid sequences. The thin line indicates the conserved domain 
of RepB for protein dimerization. The double line indicates the conserved domain for copy number control. The 
thick line indicates the conserved domain for governing ori-speciﬁc interactions. The dashed line indicates 
conserved amino acid sequences, which were located from 249 to 272, among lactococcal θ-replicons. 
The PCR primers Pv4, Pc5 and Pc6 (5’-CTGGAGAGTATCATCTGCTTCATCAATA-3’) are illustrated at their 
positions, and nucleotide substitutions are indicated in boldface.
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不和合性誘導プラスミド pCV5 による pDR1-1B の選択
的除去試験
pCV5を L． lactis DRC1に導入し，不和合性プラス
ミド pDR1-1Bの除去を試みた。操作の概要は Fig． 10
に示した。pCV5 の導入には，精製した pCV5-DNAを
10 ngあるいは 100 ng用いた。形質転換頻度は，1 mg 
DNAあたり 2.1 × 103 CFUだった。pDR1-1B非保有菌
の判定は，pDR1-1B の hsdS配列の有無を PCRで確認し
た。TYL-E培地で 5回継代培養して TYL-E寒天培地に
塗布し，出現したコロニーを PCRスクリーニングして
pDR1-1B非保有菌 DRC1 ∆ pDR1-1BERを得た。DRC1 ∆
pDR1-1BERを TYLで 5回継代培養して TYLアガーに展
開し，出現したコロニーのうち，エリスロマイシン感受























Fig. 9. Schematic illustration of the strategy for the 
construction of pCV(X). 
The antibiotic markers for ampicillin and erythromycin are 
indicated as AmR and EmR respectively. Relevant PCR primer 
sets Pc1-Pc2, Pv3-Pv4, and Pc5-Pc6, with restriction sites 
useful for ligation, are indicated. The vector pDB1 contained 
a sequence of an upstream part (FUb1) and a downstream 
part (FDb1) of pDR1-1B with an erythromycin resistance 
gene. The NruI and XhoI sites of pDB1 indicate VF(X) 
insertion sites. 
Fig. 10.　Strategy for plasmid elimination with pCV(X).
Resident plasmids in L. lactis are indicated by single circles. 
Synthetic replicon pCV(X) is indicated by the double circle.
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本研究で考案した L． lactisθ -プラスミドの選択的除
去システムは，以下の優れた特徴を持つ。1）pDR1-1B















E． coliおよび L． lactis の培養は，第 1章，第 2節に
記述した方法で行った。
プラスミドの調製と組換えプラスミドの作成





L． lactisのプラスミドサンプルは，約 1010 個の L． lac-
tis細胞から調製して 20 mlの TE（10 mM Tris-HCl， 1 
mM EDTA； pH 8.0）に溶解し，その全量を 1ウェルで
泳動した。トータルプラスミドの泳動には，0.8% LO3-







QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を用いて精製し，
50 mlの滅菌蒸留水に懸濁した。ゲルから 20 kb以上の
プラスミドを抽出する場合には，ゲル溶解液をピペッ
ティングし，大型のプラスミドを物理的に切断してから








不和合性誘導プラスミド pCV（X）の L． lactisへの
導入は，第 1章，第 2節で記述した pCV5の L． lactis 
DRC1への導入と同じ条件で行った。
PCR
任意の L． lactis θ -プラスミドの不和合性決定配列
は，VFの文字を共通させて名付けた。（VF（X））を得








TYG-E培地で 12時間前培養し 0世代とした（T = 0）。
前培養した培養液 10 mlを 10 mlの TYG培地に接種し，
定常期まで培養した（T = 1）。以降，定常状態まで培養
した試験菌を TYG培地に 0.1%接種し，30℃で定常期ま
で静置培養する作業を 10回繰り返した。T = 0および 5
回目（T = 5）と 10回目（T = 10）の培養が終了した培
養液 10 mlを滅菌蒸留水 1 mlで希釈し，TYGアガープ
レートに展開した。30℃ で 24 時間培養し，形成したコ
ロニーをランダムに 100個釣菌し，TYG-Eアガープレー








































L． lactis における pCV（X）の複製能の確認と形質転
換効率の解析
プラスミドフリー株 L． lactis IL1403は，L． lactis の実
験株として広く世界中で用いられており，厳しい制限・




Properties pCV (X) No. in Fig. 10
L. lactis DRC1
　　　　pDR1-1 7.4kb unknown pCV1 1
　　　　pDR1-1B 7.3kb unknown pCV5 2
　　　　pLac-DRC1 50kb Lac+, prt+ pCV28 3
L. lactis 527
　　　　pLac-527 50kb Lac+, Prt+ pCVL3 4
L. lactis NIAI712
　　　　pAG6 8.7kb unknown pCVm6 5
　　　　pAG3 50kb unknown pCVL1 6
　　　　pLac-Prt 55kb Lac+, Prt+ pCVL10 7
L. lactis N7
　　　　pCit-712 8.3kb Cit+ pCVc8 8
Lac+, lactose utilization activity; Prt+ proteinase activity; Cit+ citrate utilization activity
Fig. 11.　Agarose gel electrophoresis for isolation of L. lactis 
plasmids to make competitors ( pCV(X) )to wild type 
plasmids in parent strains.
Total plasmids from L. lactis subsp. lactis DRC1 (lane 1), L. 
lactis subsp. lactis 527 (lane 2), L. lactis subsp. cremoris 
NIAI712 (lane 3), and L. lactis subsp. lactis N7 (lane 4).
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Fig. 12.　Alignment of the Replication Origins of pDR1-1B and Synthetic Hybrid Replicons.
Sequences identical in all plasmids are indicated by asterisks. AT-rich boxes are boxed. An 




で，作成した pCV（X）を L． lactis IL1403に導入し，複
製能を確認した。形質転換効率およびプラスミドの安
定性は Table 5にまとめた。1.2 × 105 ～ 9.8 × 105 の効
率で全ての pCV（X）は L． lactis IL1403に導入され，
TYL-E培地での継代培養では，宿主に安定に保持され
た。アガロース電気泳動の結果，全ての形質転換体で
6.1 kbプラスミド pCV（X）の導入が確認された（Fig． 








い は 100 ng の pCV1，pCV5， pCV28 を L． lactis DRC1
に，pCVL3 を Lactococcus lactis subsp． lactis 527 に，
pCVm6，pCVL1，pCVL10 を Lactococcus lactis subsp． 
cremoris 712に，pCVc8を Lactococcus lactis subsp． lactis 
biovar diacetylactis N7にエレクトロポレーションで導
入し，エリスロマイシン耐性を指標に選抜したところ，






















Tested plasmid Transformation efﬁciency *
 EmR colony
at T = 0 **
EmR colony 
 at T = 5 **
EmR colony        
 at T = 10 **
pCV1 8.1 x 105 100 5  0
pCV5 9.8 x 105 100 13  2
pCV28 7.8 x 105 100 0  0
pCVc8 1.2 x 105 100 0 0
pCVL3 5.0 x 105 100 6 2
pCVL1 3.2 x 105 100 5  0
pCVL10 6.2 x 105 100 12  0
pCVm6 8.3 x 105 100 24 0
EmR, resistance to erythromycin 
T indicates transfer times in TYG
*  number of transformants per microgram of pCV(X) DNA
**  percentage of EmR colonies in the population
Table 5.　Transformation Efﬁciency and Stability of pCV(X) in IL1403 
Fig. 13.　Agarose gel electrophoresis of synthetic hybrid rep-
licons (pCV(X)).
Plasmid free strain L. lactis IL1403 was used as a host.
C. C. indicates closed circular plasmid. 
O. C. indicates open circular plasmid. 











Lactococcus lactis subsp． lactis 527 ，Lactococcus lactis 
subsp． lactis biovar diacetylactis DRC1，N7， お よ び
Lactococcus lactis subsp． cremoris NIAI712のプラスミド
から，L． lactis IL1403で複製する 8種類の合成レプリコ
ン（pCV（X））を得た。すなわち，プライマーセット












メントである。L． lactis DRC1への pCV5の導入によっ










致した。pCVL10は，L． lactis subsp． cremoris NIAI712
のプラスミドに由来した。現在迄に，cremoris亜種から

















































例が報告されている 10， 24， 36）。しかし L． lactis野生株に
内在する wild typeプラスミドと，宿主増殖速度との関
係は調べられていない。





結する。そこで，親株 L． lactis DRC1から増殖速度を抑
制するプラスミドを選択的に除去し，増殖速度の早いプ
ラスミド除去株の作出を試験した。






































供試菌は，菌体培養液 0.1% を 10 mlの TYG培地に植
菌し，30℃で 2回以上繰返して培養して活性化し，準備
した。活性化後，一晩培養した定常状態の供試菌培養液
10 mlを，あらかじめ 30℃に加温した新鮮な TYG培地
に植菌し，30℃で静置培養した。試験には 11 mm径の
ねじ口試験管を使用した。菌の増殖は，Bausch & Lomb 
Model 21 spectrophotometer （Bausch & Lomb， Roches-








ムを Tとした場合，μ = ln 2 / T 。
統計処理
増殖速度の測定は，すべての供試菌で 3回繰り返し
Fig. 14.　Construction of recombinant plasmid pBE1.
Thin arrows indicate ORFs. The 22 bp repeats refer to the 
putative replication origin (ori) preceding the replication 
genes (rep). Open boxes indicate the rep-hsdS operon-
like structure (replication module). The rightward- and the 
leftward-pointing thick arrows indicate the relative positions 










るプライマーペア SES1 - SC15c（SES1: 5’-GGTGGAA-
CACCAAGTACATCGAACTCTG-3’，SC15c : 5’-CTA-
CACTGCCTTTAGAGATATTCAGTTG-3’）と，テンプ
レートとしてコロニー懸濁液 2 mlを用い，反応液量 20 
ml で PCR反応を行った。増幅条件は，ヒートショック
94℃で 2分間保持，続いて 1）変性，94℃で 15秒，2）
アニーリング53℃で30秒，3）伸長68℃で1分，1）～3）










Fig． 3）。L． lactis DRC1およびそのプラスミドフリー株
Strains and Plasmids Properties References or sources
Strains
Lactococcus lactis ssp. lactis
DRC1 Wild type Swartling (1951); 
Colling and Harrey (1962)
NIAI N7 Wild type Lab. collection 
13675 Wild type Lab. collection
DRC1021 Plasmid-free derivative of DRC1 Fujita et al., (1999)   
DRC121 DRC1021 harboring pGKV21 This study
DRC1121 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study
DRC1821 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study
DRC1921 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1 This study
DRC1321 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study
DRC1521 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study
DRC1621 DRC1021 harboring pGKV21 and pDR1-1B This study
DRC11 DRC1021 harboring pDR1-1 This study
DRC12pDR1-1 DRC1 eliminating pDR1-1 This study
N72CitP N7 eliminating pN7-Cit This study
Plasmids
pGKV21 E. coli, B. subtilis, L. lactis shuttle  
vector, EmR, CmR van der Vossen et al., (1985)
p8Em1 pUC118 containing pAMβ1 EmR gene Ito et al., (1992)
pDR1-1 7.4 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study (chapter 1)
pDR1-1B 7.3 kb θ-plasmid from L. lactis DRC1 This study (chapter 1)
pN7-Cit 7.8 kb θ-plasmid from L. lactis N7, Cit+ This study (chapter 1)
pBE1 EmR gene from p8Em1 fused to 
3.0 kb BglII – EcoRI fragment of pDR1-1 This study
pCV1 competitor to pDR1-1 This study (chapter 1)
pCVc8 competitor to pN7-Cit This study (chapter 1)
EmR, resistance to erythromycin; Cit+ citrate utilization activity.
Lab. collection, National Institute of Livestock and Grassland Science collection
Table 6.　L. lactis Strains and Plasmids
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DRC1021の増殖を比較した。TYG培地で培養した場合，








時に DRC1021に導入し，L． lactis DRC1由来のプラス
ミドを 1個以上保有する派生株を 9株（DRC1121～
DRC1921）得た。得られた派生株の増殖を DRC1021

















章，第 1節の（Fig． 4）に，その DNA配列から予想さ
れる 6つの ORFの相同性を Table 2に示した。pDR1-1
および pDR1-1Bの複製領域は，プラスミドの複製に際
してシスに働く ori配列の下流に repB，続いてプロモー















Fig. 15.　Growth  of  DRC1  wild-type  and  a  plasmid-free 
derivative.
Cultures were incubated at 30 ℃. 
Strains Presence of pDR1-1 a) µ (h-1) b) Generation (T, min)
L. lactis DRC1 (Wild type) + 0.853 (± 0.044) 49
DRC11 + 0.833 (± 0.071) 50
DRC1021 - 1.14 (± 0.032) c) 36
DRC117 - 1.12 (± 0.077) c) 37
DRC12pDR1-1 - 1.12 (± 0.013) c)  37
a), pDR1-1 was detected by PCR. +, PCR products were obtained with pDR1-1 speciﬁc primers; -, no PCR products were obtained.
b), Values are means of 3 trials (± S. D.)
c), Signiﬁcantly different from the value of the DRC1 wild type strain (P < 0.05)
Table 7.　Speciﬁc growth rate (μ) of DRC1 and variants
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pDR1-1 類似プラスミドの L． lactis における分布
研究室で保存している L． lactis 24株をコロニー PCR
で試験したところ，L． lactis DRC1および Lactococcus 
lactis subsp． lactis biovar diacetylactis 13675に由来する
増幅フラグメントが得られた。得られたフラグメント
はいずれも 972 bpで，DNA配列は 100%一致した。ま
た増幅フラグメントの内部配列からプライマーを合成
し，プライマー walkingで hsdSの全配列を決定したと
ころ，L． lactis 13675は hsdS/pDR1-1と一致する遺伝子
を有することが明らかとなった。サザン解析の結果，





pDR1-1を保有する乳酸菌株（L． lactis DRC1と L． 
lactis 13675）と保有しない乳酸菌株 L． lactis N7と L． 
lactis DRC1021）の増殖を比較した。1時間ごとの吸光
値をグラフにプロットしたところ，pDR1-1を内在して
いる L． lactis DRC1と L． lactis 13675の増殖カーブは一







幅した。L． lactis DRC1に pCV1を導入し，pCV1の不
和合性プラスミド pDR1-1を除去したプラスミド除去株
DRC1 ∆ pDR1-1を作出した（Fig． 18）。DRC1 ∆ pDR1-1
は，親株 L． lactis DRC1よりも対数増殖期の増殖速度が
Fig. 16.　Plasmid proﬁle of L. lactis DRC1 and L. lactis 13675.
1, L. lactis 13675 wild type strain
2, L. lactis DRC1 wild type strain
Fig. 17.　Comparison of growth of L. lactis strains with or 
without pDR1-1.
Cultures were incubated at 30 ℃. 
Strains Presence of pDR1-1 a)  µ (h-1) b) Generation (T, min)
L. lactis DRC1 +  0.853 (± 0.044) 49
DRC1021 - 1.14 (± 0.032) c) 36
L. lactis 13675 +  0.933 (± 0.054)  44
L. lactis N7 - 1.22 (± 0.029) c)  34
a), pDR1-1 like plasmid was detected by PCR. +, PCR products were obtained with pDR1-1 speciﬁc primers; -, no PCR products were obtained.
b), values are means of 3 trials (± S. D.)
c), signiﬁcantly different from the value of the DRC1 wild type strain (P < 0.05)
Table 8.　Speciﬁc growth rate (μ) of Lactococcus lactis strains
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25% 以上早かった（Table 7）。さらに pDR1-1の除去に
用いた pCV1は Em無添加培地で培養すると宿主から用









されている 10， 24， 36）。L． lactisは，細胞内に多くのプラス





ミドフリー株 L． lactis DRC 1021を育種した。DRC 1021
と親株 L． lactis DRC1の増殖速度を比較したところ，
DRC 1021の方が，対数増殖期の増殖速度が約 25%早い
ことを見出した。そこで L． lactis DRC1のプラスミド
を L． lactis DRC1021にランダムに導入し，増殖の遅い
プラスミド変異株を分離した。分離した菌株の増殖速度
は，L． lactis DRC1と有意差が無く，全ての変異株が 7.4 
kbのプラスミド pDR1-1を保有していた。第 1章で記述
した通り，L． lactis DRC1は，pDR1-1の他に，60 kb，




















した。その結果，L． lactis subsp． lactis biovar diacetylac-
tis 13675が，全く同じ配列の複製モジュールを含むプ
ラスミド保有していた。L． lactis13675の増殖速度は，
L． lactis DRC1と有意差が無く，また hsdS/pDR1-1を
保有しない L． lactis subsp． lactis biovar diacetylactis N7
の増殖速度は DRC 1021と有意差がなかった。従って
pDR1-1類似プラスミドは他の L． lactisにも分布し，L． 
lactis DRC1と同様な機作で宿主増殖を抑制すると予想
した。
第 1章で詳述した方法で L． lactis DRC1から選択的
に pDR1-1を除去することができた。作出したプラスミ





Fig. 18.　Plasmid proﬁle of L. lactis DRC1 and variants.
1, DRC11 (L. lactis DRC1021 containing pDR1-1)
2, L. lactis DRC1 wild type
3, DRC1∆pDR1-1 (DRC1 eliminating pDR1-1)
pDR-Cit indicates CitP-plasmid.
C. C. indicates closed circular plasmid. 
O. C. indicates open circular plasmid. 















μlの培養液を 16,000 g， 10分間遠心分離して菌を回収
し，滅菌蒸留水で 2回洗浄して等量の滅菌蒸留水に再懸
濁し，全量を 50 mlのスキムミルク培地に植菌した。植





ン酸三ナトリウム，1% SDS，6 mM OPA，0.2 % β -メ
ルカプトエタノール）は，使用直前に調製した。試験菌
は 10%スキムミルク培地に 1%接種し，30℃で 24時間
培養した。50 μlのミルク培養液を 1 mlの OPA溶液に
加えて混合し，室温で 2 分間インキュベートした後，
BECKMAN DU 640 Spectrophotometer（BECKMAN， 




キムミルク 5 mlで一晩培養後，1 mlの 0.5%クレアチン
と，試験直前に調製した 1 mlの 2.5 M 水酸化ナトリウ








あった 70）。L． lactis N7に pCVc8を導入して内在する不
和合性プラスミドを除去し，プラスミド除去株 L． lactis 
N7 ∆ pCitを育種した（Fig． 19）。
プラスミド除去株の乳発酵能の解析
L． lactis N7とプラスミド除去株 L． lactis N7 ∆ pCitを
接種したスキムミルク培地の pH変化と，スキムミルク
の凝固時間を比較した。L． lactis N7 ∆ pCit接種区のス





いる。また OPA法で N7，N7 ∆ pCitおよびプロティナー
ゼ活性の無いプラスミドフリー株のプロティナーゼ活性
を比較した。∆ OD340 nmの測定値は各々 0.084， 0.091， 
0.002であり，プラスミド除去株には野生株と同等のプ
ロティナーゼ活性があった。
Fig. 19.　Plasmid proﬁle of L. lactis N7 and variants.
1, L. lactis N7 wild type strain
2, L. lactis N7 containing  pCVc8 and eliminating pN7-Cit
3, N7∆pCit variant (L. lactis N7 eliminating pN7-Cit and 
pCVc8)
C.C. indicates closed circular plasmid
O.C. indicates open circular plasmid







ることが確認された。L． lactis N7 ∆ pCitも第 2章，第 1




Lactococcus lactis subsp． lactis の中には，牛乳中のクエ
ン酸を代謝し，ジアセチルやアセトインを生産する菌株
があり，Lactococcus lactis subsp． lactis biovar diacetylactis










































L． lactis N7の 8.3-kb プラスミドに対する不和合性プラ
スミド pCVc8を構築し，L． lactis N7に導入することに
よって，本プラスミドを選択的に除去し，L． lactis N7 ∆
CitPを育種した。クレアチンテストの結果，L． lactis N7
∆ CitPはジアセチルを生成しないことが確かめられた。
親株あるいは L． lactis N7 ∆ CitPをスターターに用いて
6時間および 12時間発酵させた発酵乳中の乳酸菌数に
有意差は無く，乳中での両菌株の増殖能は変わらなかっ
た（未発表）。しかし L． lactis N7 ∆ CitPを用いた場合に
は，親株よりも発酵乳の pH低下が早く，乳凝固時間が
Strain  Lactose Proteinase Diacetyl 6h-pH a) 12h-pH b) Coagulation   
utilization activity production        time c)
L. lactis N7 + + +  5.8  4.7  12 
N7∆CitP + + -  5.4  4.5 10     
a), culture pH of L. lactis N7 and N72pCit -N7 in sterile 10% (w/v) reconstituted skim milk from a 1% inoculum after 6 h of growth at 
30℃ (initial pH of 10% reconstituted skim milk was 6.6). 
b), culture pH of L. lactis N7 and N72pCit -N7 after 12 h of growth at 30℃
c), coagulation time (hour) of skim milk from a 1% inoculum 
a), b), and c), values are means of 3 trials.
Table 9.　Comparison of milk fermentation ability of L. lactis N7 with N72pCit
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有意に短縮し，発酵乳の最終 pHも低かった。また L． 
lactis N7 ∆ CitPを用いた発酵乳は，親株を種菌としたも
のよりもカードが固く，酸味が際立ち，ヨーグルト臭が
強く感じられた。クエン酸透過性プラスミド除去株は，
牛乳中に約 0.1 – 0.2%含まれるクエン酸を全く代謝しな
































Lactococcus lactis subsp． cremoris NCDO712とその派生
株は，L． lactisのプロトタイプとして，世界中で最も研
究されてきた菌株である 32， 92）。L． lactis NCDO712は，




lactis，E． coli，および Bacillus subtilis で複製することか
ら，その複製領域の DNA配列が，L． lactisで汎用する
クローニングベクターの構築に利用されている 22， 56）。一
方 L． lactis NCDO712に内在する最も分子量の大きい 55 
kbのプラスミド pLP712は，θ－複製型プラスミドで
あり，lac-遺伝子クラスター，prtPおよび prtM，さら
に opp-pepO遺伝子クラスターをコードしている 59）。Le 







した 53）。L． lactis NCDO712においては，opp-pepOクラ
スターは前述の通り pLP712にコードされていたが，ク
ロモゾームにも ISS1と IS982に挟まれ 1コピー存在し
た 53）。隣接する ISと共に opp–pepOがゲノム内を転移
する状況証拠は多く得られているものの，転移を誘起す
る特異的な信号や，細胞の状態は特定されていない。
我々の研究室で継代し保存している L． lactis subsp． 
cremoris NIAI712 も L． lactis NCDO712 の派生株であ




20）。L． lactis NIAI712は，親株である L． lactis NCDO712
と同様に，5種類のプラスミドを有している（Fig． 20）。


















にまとめた。Lactococcus lactis subsp． cremoris NIAI712
は，定期的に復帰培養し，20年以上保存している当研
究室の研究室保存株であるが，最初の由来は Lactococcus 
lactis subsp． cremoris NCDO712の派生株である 32）。
培地と培養条件
E． coliおよび L． lactis の培養は，第 1章，第 2節に
記述した方法で行った。EmRをコードしたプラスミド















供試したプラスミド pAG6は，L． lactis NIAI712トー
タルプラスミドのアガロース電気泳動ゲルから精製し，
実験に供した。プラスミドの全配列を解析するために，




用いた。BigDye Kilo Terminator v3.1 cycle sequencing 
kit （Applied Biosystems， Foster City， CA， USA）を用い
てシークエンス反応し，Applied Biosystems 3730 auto-
mated DNA sequencer （Applied Biosystems）を用いて
配列データを得た。配列データは GenetixMac ver．11 
（Genetyx， Tokyo， Japan）を用いて解析した。ORF解析
および相同性解析には，DNA Data Bank of Japan （DDBJ） 
















Fig. 20.　Plasmid proﬁle of L. lactis NIAI712 and parent strain 
L. lactis NCDO712. 
1, Total plasmid of L. lactis subsp. cremoris NCDO712
2, Total plasmid of L. lactis subsp. cremoris NIAI712
The accurate sizes and properties of pSH73 and pSH74 




μlの培養液を 40 ml TYGリシス培地に接種して，30℃
で OD = 0.25 ～ 0.3まで静置培養し，菌を 1,800 gで 10
分間遠心分離して集菌した。菌は滅菌蒸留水で 2回洗浄
し，100 μlのリゾチーム（3 mg/ml）添加 TEバッファー















ラスミドフリー株 L． lactis IL1403の全遺伝子配列およ
び L． lactis 由来のプラスミド配列（J05748， AF247159， 




レイ設計に用いた L． lactis IL1403およびプラスミドの
DNA配列から推定される ORFの合計なので，機能の同
じ遺伝子を重複する場合もある。マイクロアレイの詳細
なスペックは，NCBI Gene Expression Omnibus （GEO） 
Strain or Plasmid Properties Reference or source
Lactococcus lactis
NIAI712 Wild type Lab. Collection
MG1363 Plasmid-free derivative of NCDO712 Gasson et al., (1983)
∆pAG6 variant
  712d35 pAG6-cured derivative of NIAI712 This study
  712d51 pAG6-cured derivative of NIAI712  This study
  712d61 pAG6-cured derivative of NIAI712 This study
712dR variant
  712dR1 derivative of NIAI712 harboring pAG6dR This study
  712dR2 derivative of NIAI712 harboring pAG6dR This study
  712dR3 derivative of NIAI712 harboring pAG6dR This study
Plasmids
pAG6 8.7-kb θ-plasmid from L. lactis NIAI712 This study
pAG3 50-kb θ-plasmid from L. lactis NIAI712  This study
pLac-Prt 55-kb θ-plasmid from L. lactis NIAI712
carrying Lac-operon and PrtP/M This study
pDR1–1B 7.3-kbθ-plasmid from L. lactis DRC1 Kobayashi et al. (2007)
pDB1 shuttle vector for E. coli and L. lactis.
Partial replicon of pDR1–1B with an EmR gene
cloned into pBluescriptII, ApR, EmR Kobayashi et al. (2007)
pCVm6 Competitor to pAG6. An incompatibility
determinant of pAG6 cloned into pDB1, EmR
(strongly incompatible with pAG6 and unstable)  Kobayashi et al. (2007)
pAG6dR A competitor to pAG6. A truncated-rep and ori of pAG6 This study
with an EmR gene cloned into pBluescriptII, ApR, EmR
(weakly incompatible with pAG6)
p8Em1 pUC118 containing pAM β1 EmR gene Ito and Sasaki (1994)
EmR, resistance to erythromycin; ApR, resistance to ampicillin













動は，Kojicらの方法を参考に行った。供試菌は OD = 0.6
まで TYGリシス培地で培養し，遠心分離で集菌した。
EET バ ッ フ ァ ー（100 mM EDTA， 10 mM EGTA， 10 
mM Tris-HCl， pH 8.0）で 2回洗浄し，109 cell/mlにな
るように，TEEに再懸濁した。溶解した 2% CertiﬁedTM 
Low Melt Agarose（Bio-Rad Laboratories）と懸濁した
菌とを 1 : 1に混合し，100 μlのキャスティングモール
ドに入れ，4℃，10分間冷却して固めた。細胞壁を分解
するために，4個のプラグを N-lauroyl sarcosine（0.05% 
w/v）と lysozyme（1 mg/ml）を含んだ TEEバッファー
1 ml に入れ，37℃で 4時間インキュベートした。次に
アガロースプラグをプロティナーゼ Kバッファーに移
し，55℃で一晩インキュベートした。プロティナーゼ K
処理後，プラグは 20 ml の TEバッファー（10 mM Tris-
HCl 1mM EDTA pH 8.0）で 2時間ずつ 2回洗浄した。
Table 11. Microarray speciﬁcation
Strain Lactococcus lactis
Data source DDBJ accession No (J05748, AF247159, 
X99798, AF409136, AF242367, AF036485, 
AF243383, AF207855, J04962, and AE005176)
Number of genes 2,533
Number of probes 44 perfect much probes × 2,533 (111,452)
Probe size 24 mer
Primer Gene target Fragment size (bp) Sequence
CdAF cadA TTGCCAGGAGTTACGAGTGCAACAGT
CdAR cadA 1200 TGGTTGCAATGAAATCCGTTACGACA
HsF1 hsdS in pAG6 GGGGTTATTATCTAATTATAGACC
HsR1 hsdS in pAG6 690 TCGGTTCATTCTTTAAACAGCTGG
HsF2 hsdS-homolog AAAATGTTCCCTAAAAATGGT
HsR2 hsdS-homolog 552 AAACATCTTTTGTAAAAAGCC
LGF1 lacG GAATGCCACAAGCGTCATGTTGAACC
LGR1 lacG 1000 TGACCATGAGAAAACGTCCATAAGTG
763prF prtP ACATGTCCTTAGGATCTGATTCAG
763prR prtP 950 TTGATTGGCTGGGCAGTATTCATC
OpAF oppA ACTCCTAAGTGCTTGTGGTTCTAA
OpAR oppA 1700 TCAAGCGTCATTCCAACTACACG
OpDF oppD CACTCACTGCGCTTAATCCATTGATG
OpFR oppF 790 TCTGTCACTCGATTAAAGAAACCA
OpCF oppC TCTAGTTGCTGTCTTTCTAATCGT
OpCR oppC 770 GCCACTCGTCTTAGTGCATTTCCG
S1F tnpS1 GCGCCCTCTATTGGTTCTGCATTTAG
S1R tnpS1 162 GGTTGAGGCAGTTCGTAGACTTCGAT
981F tnp981 TAACCGAGGAATCTATGGTGCTCCTA
981R tnp981 157 GTGATCACTTAGTGAGTATCCAGGCT
982F tnp982 CCTCTTACCGAGTATCCAAGTCATTC
982R tnp982 154 GCCAACATTTGCATAATCTCCAAGAC
1077F tnp1077 TAAATTGCACAGACGCTTCAGAACTT
1077R tnp1077 156 GAGATATGATAACTAATCACCTCGCT
Table 12.　Oligonucleotide primers and probes used in this study
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次に 1 mlの ApaIバッファーに浸漬し，4℃で 30分間イ




（40% シュークロース，10 mM EDTA，0.01% BPB）に移
して制限酵素反応を止めた。制限分解後のプラグをナイ
フで 1 / 2に切断し，1%アガロースゲルのサンプル well
に詰め，0.5 × TBE（45 mM Tris， 45 mM ホウ酸，1 mM 
EDTA， pH 8.0）で泳動した。PFGE は，CEFF DR-III 
（Bio-Rad）を用いて以下の設定で行った。電圧 6 V/cm， 
スウィッチングタイム 50 - 90 秒，アングル 120°，22時




Southernトランスファーには Hybond - Nメンブレ
ン（Buckinghamshire， UK）を用い，VacuGene XL（GE 
Healthcare， Tokyo， Japan）で，付属の使用説明書に
従って行った。ハイブリダイゼーションプローブは，
lacG， および ISS1， IS982， IS1077 の転移酵素 tnpSI， 
tnp982， tnp1077 の内部配列を DIG-High Prime DNA 



















菌株 NIAI712（including pCVm6）ERを TYL-Eアガープ
レートで培養して出現したコロニーを釣菌し（Fig． 21， 














のうち 3株 L． lactis 712d35，712d51，712d61を発酵試




野生株に比べて著しく劣っていた（Fig． 22）。L． lactis 
Fig. 21.　Plasmid proﬁle of L. lactis NIAI712 and variants.
　　　　　1,  L. lactis NIAI712 containing a competitor pCVm6
　　　　　2, L. lactis NIAI712 containing  pCVm6 and eliminating 
pAG6











糖資化能とカゼイン資化能を L． lactis NIAI712と比較し
た。まず∆ pAG6株の乳糖資化能を試験するために，L． 
lactis 712d35の TYL培地における増殖を野生株と比較
















L． lactis 712d35を接種した試験区でも pHは速やかに
低下し，培養 7時間後，pH4.6でカードが形成された。









pAG6全配列中の G+C含量は 33.7%で，8,662 bpからな
り，6個の ORFが存在した。pAG6の制限酵素地図およ
び ORFの大きさと向きを Fig． 23に ，FASTAプログラ
ムによる相同性解析の結果を Table 13示した。第 1番
目の ORFは，repBと高い相同性があり，repB上流に
は，22-bpフラグメントの 3.5回繰返し配列を含む oriが
存在した。また repB直下に orf588，orfX，さらに type 
I 制限／修飾システムの認識サブユニット遺伝子 hsdS
が隣接し，典型的な L． lactis θ -複製型プラスミドの
複製領域の構造が保存されていた。orf588，orfXおよ
び hsdSの 5’側にはプロモーター配列が無く，orf588，
Fig. 22.　Skim milk after 12 h fermentation using L lactis 
NIAI712 or ∆pAG6 variants.
Five μl of TYG-culture solutions were inoculated  into 5 ml 
of skim milk and fermentation were performed at 30 ℃.
1 and 2, Fast coagulation phenotype (L lactis NIAI712 wild 
type strain). 
3 and 4, Slow coagulation phenotype (∆pAG6 variant 
712d35 and 712d51).












size (bp) 1,221 588 651 1,236 369 2,130




目と 6 番目の ORF は，既知の Cd2+-speciﬁc P-type ef-
ﬂux ATPase（CadA；カドミウム耐性因子）と転写レプ
レッサー（CadC）の遺伝子配列と一致した 41， 55， 58， 66）。






ろ，野生株は 300 μM CdCl2 添加培地で生育したが，∆
pAG6株は 20 μM 添加培地で生育できなかった（data 
not shown）。このことから pAG6も pND302と同様に，
宿主のカドミウム耐性能を決定することが示唆された。
L． lactis NIAI712 および L． lactis 712d35 の発現遺伝
子の網羅的解析



















oppFは約 1/200に低下していた。また L． lactis 712d35












近縁株 L． lactis NCDO712では，lac，prt，opp遺伝子群
は，同じ 55-kbのプラスミド pLP712にコードされてい
る 32）。そこで，L． lactis 712d35で 1/8以下に発現量の低
下した lac，prt，opp遺伝子群の有無を，コロニー PCR
で確認した。増幅フラグメントの有無は Table 14にま
とめた。L． lactis NIAI712の試験区では，cadA， hasS， 
lacG， prtP， oppA， および oppDに由来する増幅フラグ
メントが得られ，その大きさは既知配列の予想と一致
した（Table 14）。一方 L． lactis 712d35の試験区では，
lacG， prtPに由来する増幅フラグメントのみ得られた。




Fig． 24には，以前報告された L． lactis NCDO712の
pLP712にコードされている lac，opp遺伝子群のオペロ
ン構造を示した。L． lactis NCDO712では，約 9 kbにわ
たる Oppクラスターは，Prt遺伝子群（prtP & prtM）
および Lacクラスターと共に約 55Kbの pLP712にコー
ドされ，さらにクロモゾームにも同じ構造の遺伝子群が
コードされていることが確認されている 53）。コロニー











１）L． lactis NIAI712 と∆ pAG6 株のプラスミドの解析
L． lactis NIAI712 と ∆ pAG6 株 L． lactis 712d35，
712d51のトータルプラスミドの電気泳動パターンを比
較したところ，∆ pAG6株では，全プラスミドのうち 2
番目に大きい約 50 kbのプラスミド pAG3が消失してい
た（Fig． 25）。サザン解析の結果，L． lactis NIAI712で
は，lacEおよび prtPのプローブは，最も大きい 55 kb
のプラスミド pLacPrtを認識し（data not shown），oppC
プローブは pAG3を認識した（Fig． 26）。これらの結果
は，L． lactis NIAI712の保存中にプラスミド間およびプ
ラスミド -クロモゾーム間で組換えが生じ，親株 L． lactis 
NCDO712とは異なるプラスミド構成となっていること
を示唆する。





Fig. 24.　Construction of Lac-operon and Opp-PepO-
operon.
A: This ﬁgure (Lac-operon) was copied from 乳酸菌の科
学と技術 （学会出版センター）p190
B: This figure (Opp-PepO-operon) was copied from J. 
Bacteriology (1993) 175 (23) 7523 - 7532
Fig. 25.　 Plasmid proﬁles of L. lactis NIAI712 strain and 
variants.
Total plasmids from NIAI712 (lane 1), MG1363 plasmid-
free variant (lane 2), 712d35 (lane 3) and 712d51 (lane 4).
pLac-Prt contained lac and prt genes and pAG3 contained 
opp-pepO genes.
Strain cadA hsdS(pAG6) hsdS lacG prtP oppA oppD
L. lactis ssp. cremoris
NIAI712 + + ND + + + +
MG1363 (plasmid-free) – – + – – +  +
712d35 (∆pAG6)
  – – + + + – –
+  a speciﬁc amplicon could be obtained by PCR
–  no product could be ampliﬁed
ND, not done






3 ）L． lactis NIAI712 および∆ pAG6 株の insertion se-
quence（IS）エレメントの解析







∆ pAG6株では 3種類のトランスポゼース遺伝子 tnpS1， 
tnp1077， tnp982の発現量が有為に異なることが明らか
となった。著者は，∆ pAG6株で生じた Oppクラスター







が L． lactis NIAI712と∆ pAG6株で異なることが明らか
となった。L． lactis NIAI712では，50 kbと 120 kbのフ
ラグメントが tnp982プローブで認識されたが，∆ pAG6








るサザン解析では，L． lactis NIAI712と∆ pAG6株の結
果は同じであった。
3 ．考察
研究室保存株 Lactococcus lactis subsp． cremoris NIAI712は，
もともと L． lactis NCDO712から派生した 32）。L． lactis 





かった。L． lactis NIAI712では，lac-オペロンと，prtP 

















Fig. 26.　PFGE analysis, and Southern hybridization using 
oppC probe, tnpS1 probe, tnp982 probe, and 
tnp1077 probe. 
PFGE (A) and Southern hybridization (B) were performed on 
ApaI digests of total DNA isolated from NIAI712 (lane 1) and 





























L． lactis NIAI712への pAG6dRの導入法と，内在プラ
スミド pAG6の除去法は第 1章，第 3節に記述した方法
で行った。
逆転写PCRによる cDNAの合成
トータル RNAの調製は，第 3章，第 2節に記述した
方法で行った。逆転写反応には，供試菌から抽出した
500 ngのトータル RNAをテンプレートとして用いた。
cDNA の合成は，QuantiTect Reverse Transcription Kit 
（Qiagen）を用い，添付の使用説明書に従って行った。
半定量リアルタイムPCR
半定量リアルタイム PCRは，QuantiTect SYBR green 
（Qiagen）を用い，添付の使用説明書に従って行った。
テンプレートには 1 μlの cDNAを用い，20 μlの PCR
ミクスチャーを反応に供した。リアルタイム PCRに
は，Light Cycler （Roche Diagnostics， Sant Cugat del 
Valles， Spain）を用いた。サイクルパラメーターは，
95℃で 10分間変性した後， 変性 95℃で 15秒，伸長



















pAG6の除去操作に用いた pCVm6を L． lactis NIAI712
に導入し，派生株（pCVm6+，pAG6+）をカドミウムと
Fig. 27.　Physical and genetic map of replication module of 















のうち，L． lactis NIAI712に pAG6dRを導入したものは，
TYG-E培地で 2回培養後，80%以上 pAG6を保有してい
た。そこで，pAG6dRを用いて pAG6と pAG6dRの共存
する試験菌株 L． lactis 712dR1，712dR2，712dR3を作出
した（Table 10）。
weak competitor pAG6dR の配列解析
作出した pAG6dRのインサートの配列をシークエン
スで確認したところ，pAG6dRの複製領域を構成してい












5時間後，OD = 0.25まで培養した細胞を集菌して RNA
を抽出した。一方 712dRは，スキムミルク -EC培地で
継代培養し，pAG6と競合プラスミド pAG6dRおよび
opp-pepO coding プラスミド pAG3を維持した。トータ
ル RNAの調製に際しては，712dR（712dR1，712dR2，
712dR3）を，TYG-ECで一晩培養して活性化し，0.1%の
培養液を新鮮な TYG-Eに接種した。約 5時間後，OD = 
0.25まで培養した細胞を集菌して RNAを抽出した。リ
アルタイム PCRには，500 ngのトータル RNAから調製




ち，野生株 L． lactis NIAI712の発現量を 1として，派生
株の当該 tnpの発現量の相対値を算出してグラフに示し








対照的に，L． lactis NIAI712と∆ pAG6および 712dRの
Fig. 28.　Semiquantitative-realtime-PCR.
Asterisks indicate signiﬁcant difference from the wild type 




























ている 92）。対数増殖期の L． lactis NIAI712においても，
IS982と ISS1の転移酵素 tnp982，tnpS1の発現量は，
コピー数の多い IS981や IS905の tnpの 1/100以下だっ
た。したがって，本研究で観察された，opp-pepOの消













ミド pAG6dRを作出した。L． lactis NIAI712に pAG6dR
を導入した派生株 712dRは，TYL-EC培養で増殖抑制
されず，TYL-E培地の 5回継代培養後においても，50%
の菌が pAG6を保持していた。親株 L． lactis NIAI712，









本研究では，L． lactis NIAI712の pAG6が，共存する
pAG3やクロモゾームなど宿主のゲノム構造の安定化に
働くことを示した。かつて親株 L． lactis NCDO712か
ら，プラスミドフリー株を含む様々なプラスミド除去
株が得られているが，pAG6と同じ大きさの pSH73だ










































ている ISエレメントの tnp のプロモーター領域近傍に
は，しばしば DNA adenine methylase（DAM）の認識
配列が含まれ，そのメチル化状態が tnpの発現量に影響







































L． lactis に広く分布しているθ -プラスミドを選択的に




ター（pDB1）の作成，2）任意の L． lactisθ -プラス
ミドの不和合性配列を増幅しうる PCRプライマーペア
（VF3 - VF4）の設計，3）in vitroでの不和合性プラスミ
ドの再構成と，L． lactis wild type プラスミドの除去操作，










究について記述し，第 3章では本法を研究端緒とした L． 
lactisプラスミドの新機能の解析について記述した。
産業菌株において，安定した発酵性能と共に，発酵
の効率性も重要な形質である。本研究では，L． l． lactis 
biovar diacetylactis DRC1および diacetylactisのタイプ
ストレインである L． l． lactis biovar diacetylactis 13675
において，宿主の増殖を抑制し，実質的に宿主の増殖速































た。我々の研究室で継代し保存している L． lactis subsp． 
cremoris NIAI712は，5種類のプラスミドを有している。











































らである。712 ∆ pAG6の除去プラスミド pAG6上には，
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Chapter 1. Manipulation for selective Plasmid Elimination from Lactococcus lactis
　　Strains of lactococcal bacteria are used as starters in the fermentation of dairy products. Such strains generally carry 
a number of plasmids, varying in size from approximately 2 kb to 80 kb. Some plasmids encode properties essential to 
the manufacture of dairy products such as lactose fermentation, proteolysis, diacetyl production, and phage resistance, 
and others encode nonessential or unknown properties. Plasmid elimination is a fundamental technique for investigating 
the diverse properties of encoding plasmids. It is currently performed by culturing with a mutagenic chemical such as 
acridine orange, culturing in unbuffered medium, exposing cells to elevated growth temperatures, regenerating bacterial 
protoplasts, or a composite of these methods. With these methods, plasmids cannot be chosen for elimination, and the 
simultaneous loss of more than one plasmid is frequent. In addition, the resulting variants that have lost co-existing 
essential plasmids are ineffective as starters. 
　　This study was designed selectively to eliminate a θ-plasmid from Lactococcus lactis strains by transforming synthetic 
competitors. A shuttle vector for Escherichia coli and L. lactis, pDB1, was constructed by ligating a partial replicon of 
pDR1-1B, which is a 7.3 kb  θ-plasmid in L. lactis DRC1, with an erythromycin resistance gene into pBluescript II KS+. 
This versatile vector was used to construct competitors to common lactococcal  θ-plasmids. pDB1 contains the 5' half 
of the replication origin and the 3' region of repB of pDR1-1B, but lacks the 1.1-kb region normally found between these 
two segments. A set of primers, Pv3 and Pv4, was designed to amplify the 1.1-kb middle parts of the general  θ-replicons 
of lactococcal plasmids. When the PCR products were cloned into the Nru I and Xho I sites of pDB1, synthetic replicons 
were constructed and replication activity was restored. A number of  θ-plasmids in L. lactis ssp. lactis and cremoris were 
eliminated selectively by transforming the synthetic competitors. These competitors were easily eliminated by subculture 
for a short time in the absence of selection. The resulting variants contained no exogenous DNA and are suitable for food 
products, since part of the phenotype was altered without altering other plasmids indispensable for fermentation.
Chapter 2. Breeding of new Lactococcus lactis starters by plasmid elimination
　　Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetilactis DRC1 carries more than 6 plasmids, including a 7.4 kb cryptic 
plasmid, which was designated as pDR1-1. pDR1-1 was found to signiﬁcantly affect the speciﬁc growth rate of the host cells 
because of its limiting effect on growth. When pDR1-1 was eliminated by an unstable competitor to pDR1-1, as described 
in chapter 1, the resulting variant, L. lactis DRC1∆pDR1-1, grew more efﬁciently than the DRC1 wild type. In addition, 
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetilactis N7 carried an 8.3-kb plasmid, which was expected to be the citrate 
permease plasmid (CitP-plasmid). When the 8.3-kb plasmid was eliminated, the variant, L. lactis N7∆pCit, lost the ability 
to metabolize citrate and to produce the aromatic compound diacetyl from citrate. Diacetyl produces a buttery ﬂavor in 
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fermented dairy products, but this aroma is undesirable for yoghurt. Therefore, selective elimination of CitP-plasmid may 
serve to breed a variant preferable for yoghurt starter. Neither L. lactis DRC1∆pDR1-1 nor L. lactis N7∆pCit contained 
exogenous DNA, making both suitable for food products.
Chapter 3. Characterization of a cryptic plasmid that contributes to the stable maintenance of host genome in 
Lactococcus lactis
　　Lactococcus lactis subsp. cremoris NIAI712 carries ﬁve different plasmids, including an 8.7-kb plasmid designated 
pAG6. pAG6 encodes a subunit of a type-I restriction and modiﬁcation system (HsdS), as well as proteins involved in 
cadmium resistance (CadA and CadC). When we eliminated pAG6 by inserting a competitor into strain NIAI712, the 
resulting ∆pAG6 variants showed a slow-milk–coagulation phenotype, even though the cells retained their lactose 
fermentation and proteolysis activities. Pulsed-ﬁeld gel electrophoresis followed by Southern hybridization analysis showed 
that chromosomal rearrangements as well as co-elimination of the 50-kb plasmid pAG3, which carried an oligopeptide 
transport system gene cluster (opp-cluster), occurred consistently in the genome of ∆pAG6 variants. These results suggest 
that the stable maintenance of pAG6 prevents destabilization of a co-existing plasmid and constant genome rearrangement 
of chromosome. In ∆pAG6 variants, transposases of IS982 and ISS1 were expressed at lower levels than in the parent 
NIAI712 strain. The expression of these transposases increased in an intermediate variant containing both pAG6 and 
competitor. Therefore, the frequency of chromosomal rearrangements and loss of pAG3 in association with the IS982 and 
ISS1 elements may increase during the process of pAG6 elimination. 
　　Out of the entire sequence of pAG6, we have focused on the function of HsdS as a factor that serves in stable 
maintenance of the host genome. HsdS is part of multi-functional complexes, i.e. Type-I R/M systems composed of three 
different subunits, HsdS, HsdM, and HsdR. This complex is active in an N-6 adenine-speciﬁc DNA methylase, a DNA-
dependent ATPase, a DNA translocase, and a restriction endonuclease. Since HsdS is responsible for the recognition 
of a speciﬁc DNA sequence, the restriction and methylation sites in the genomes would be altered by the elimination of 
HsdS/pAG6. We therefore expected that the restriction complex with HsdS/pAG6 would cleave pAG3 and part of the host 
chromosome, or that the gene transpositions regulated by IS982 or ISS1 would be promoted by aberrant transcription of 
the tnp genes following the methylation changes near the promoter regions.
　Key words：Lactic acid bacteria, plasmid, growth rate, milk fermentation
